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摘要 : 目的 :研究 白花 地 胆 草 (Elephantopus mollis H.B.K) 的 乙醇 提取 物 EM-12 抗 肿瘤 作 
用 分 子 机制 。 方 法 :MTT 检测 EM-12 对 卵巢 癌 细 胞 活性 影响 ; 克隆 形成 抑制 实验 检测 EM-12 
对 卵巢 癌 细 胞 增殖 能 力 的 影响 ;GSEA (Gene set enrichment analysis) 分 析 EM-12 对 卵巢 冶 
2774-010 细胞 的 影响 ; PI 单数 检测 细胞 周期 '，Annexin V-FITC/P1 双 染 法 检测 细胞 凋 亡 ; 
Western blotting 检测 细胞 凋 亡 、 周 期 相关 和 蛋白。 结果 :MTT 实验 结果 表明 ，EM-12 TAE 
著 抑 制 卵 梨 癌 细胞 的 活性 ;RNA-seq 及 GSEA 分 析 表 明 EM-12 诱导 2774-C10 RÆ G,/8 期 阻 滞 ; 
克隆 形成 抑制 实验 结果 表明 ,EM-12 可 以 显著 抑制 卵巢 癌 细 胞 的 增殖 ; 流 式 细胞 术 结 果 表 明 
随 着 药物 浓度 的 增加 , 凋 亡 率 逐 渐 增 加 , 并 且 G1 期 细胞 比例 未 渐 增加 ，S 期 细胞 比例 减少 ， 发 
Æ G/S Afi. Western blotting 结果 表明 , 随 着 药物 浓度 的 增加 cyclin E,、Cyclin D, 
CDK2、CDK6 蛋白 水 平 下 降 ,并 伴随 caspase-8、Caspase-3 活化 及 多 聚 ADP 核糖 聚合 酶 PARP 
酶 切 失 活 。 结论 :EM-12 诱导 卵巢 癌 细胞 发 生 G1/S WMH, 且 通过 死亡 受 体 通路 诱导 细胞 凋 
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卵巢 癌 是 女性 生殖 系统 最 种 见 的 恶性 肿瘤 让， 死亡 率 位 拓 妇 科 恶 性 肿瘤 第 一 
位 所 。 复 发 与 转移 严重 的 影响 了 卵巢 交 患 者 的 预后 ， 卵 巢 癌 患者 的 五 年 生存 率 仅 
MAA 35%-38%DB]。 卵 巢 癌 的 治疗 方式 主要 以 手术 治疗 为 主 , 放疗 及 化 疗 为 辅助 。 
紫杉醇 和 顺 铂 是 卵巢 癌 最 常见 的 化 疗 药物 , 卵巢 瘤 病 人 在 首次 使 用 紫杉醇 进行 化 
疗 时 可 以 取得 很 好 的 疗效 ,但 是 , 有 部 分 病人 在 肿瘤 复发 后 对 紫杉醇 产生 耐 药 性 ， 
大 大 降低 了 患者 的 五 年 生存 率 。 因 此 ,寻找 新 的 抗 肿瘤 药物 对 卵巢 癌 的 治疗 具有 
重要 的 临床 意义 。 

白花 地 胆 草 ( Elephantopus mollis H. B. K) 属 于 菊 科 地 胆 草 属 植物 ， 在 临床 上 
多 用 于 感冒 、 局 桃 体 炎 、 肝 炎 、 腹 泻 和 胃病 等 疾病 的 治疗 外 。 其 所 含 化 学 成 分 类 
型 较 多 ， 倍 半 熙 内 酯 是 其 主要 的 活性 成 分 铝 。 本 课题 组 己 有 研究 报道 ， 其 有 效 成 
分 倍 半 凋 内 酯 单 体 EM-3 通过 stat3 38 ER 5 Sr TUE ZR REL] TA G/M BH EH T 2E [AE 
低 sp 细胞 比例 四，Shao FY $538 T fi^ bi A EH EM-23 可 以 通过 靶 向 硫 氧 还 
蛋白 激活 INK 和 细胞 死亡 通路 介 导 宫颈 癌 细 胞 凋 亡 口 。 

本 课题 组 采用 MTT 篇 选 白 花 地 胆 草 中 抗 肿瘤 活性 成 分 单 体 ， 从 白花 地 胆 草 
中 分 离 出 25 种 单 体 ， 算 选 出 其 中 抗 肿瘤 活性 明显 的 单 体 化合 物 EM-3、EM-12、 
EM-23 等 , 由 于 EM-3 和 EM-23 的 抗 肿 瘤 作 用 机 制 已 被 报道 .所 以 ,我 们 以 EM-12 
作为 候选 化 合 物 , 见 图 1。 本 研究 目的 在 于 探索 EM-12 对 人 卵巢 况 细 胞 2774-C10 
细胞 的 抗 肿 瘤 机 制 ， 并 且 为 EM-12 进入 动物 及 临床 研究 提供 实验 依据 。 
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图 1EM-12 单 体 的 化 学 结构 


Fig.1 The chemical structure of EM-12 monomer 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

白花 地 胆 草 单 体 EM-12 为 本 课题 组 库存 分 子 。2774-C10〈( 人 卵 桌 癌 细 胞 ) 
和 LO2《 人 正常 肝 细 胞 ) 由 中 山大 学 肿瘤 防治 中 心 提 供 。cyclin Ex. Cyclin Di, 
CDK2、CDK6 、Caspase-8、Caspase-3、PARP 一 抗 均 购 自 Cell signaling techonogly 
ZA), ACANA A Becton,Dickinson and Company， 细 胞 周期 检测 试剂 盒 购 
自 江 苏 凯 基 生 物 技术 股份 有 限 公 司 ，MTIT 购买 自 sigma 公司 。 


1.2 方法 
1.2.1 细胞 培养 

2774-C10 和 LO2 细胞 用 DMEM 培养 液 C 10%FBS) F 37°C. 5%CO2 的 
恒温 培养 箱 常 规 培 养 。 细 胞 融合 度 达 80%， 用 胰 酶 消化 传代 细胞 。 


1. 2. 2 MTT 检测 细胞 活性 
取 处 于 对 数 生长 期 的 细胞 种 入 96 孔 板 中 , 每 孔 100 n 1 AH, 3500 个 细 
胞 / 孔 ， 细 胞 贴 壁 后 加 入 药物 稀释 液 100 un1， 每 组 3 个 平行 孔 ， 放 置 于 培养 箱 培 
养 48h。 每 孔 加 入 10ul 的 MTT C5g/L), 37'CÜE S 4h, FEI, SELL. 100 
nl 的 DMSO， 结 晶 溶 解 后 使 用 酶 标 仪 检 测 570nm 波长 下 每 孔 的 OD 值 ， 计算 细 
胞 活性 。 
细胞 活性 〈%) =OD (实验 组 ) /OD (IEH) X 100% 


1.2.3 克隆 形成 实验 

将 处 于 对 数 生 长 期 的 2774-C10 细胞 用 胰 酶 消化 ， 再 用 DMEM S25 HE, 
种 于 6 孔 板 中 ， 每 孔 1000 个 细胞 。 待 细胞 贴 壁 后 ， 使 用 药物 处 理 ，DMSO 为 对 
照 组 。 置 于 培养 箱 中 培养 7 天 后 弃 去 上 清 ， 用 PBS 洗 2 td, HH 4% 多 聚 甲 醛 固 
定 10min， 吸 去 固定 液 ， 用 0.1% 结 晶 紫 染色 30min, VE, HT. FARR. 


1. 2.4 GSEA 分 析 

将 对 数 生长 期 的 2774-C10 细胞 种 于 6 FLIX, 贴 壁 后 , 使 用 药物 处 理 , DMSO 
为 对 照 组 , 24h 后 , AAEH. 用 PBS 洗 2 dd, H ImL trizol 冰 上 裂解 细胞 5min, 
5min 后 将 裂解 液 转 入 新 的 EP 管 中 ， 加 入 400 51 的 氧 仿 ， 震 落 混 匀 后 ， 室 温 
10min. 4'C, 12000rpm 离心 15min。 吸 取 上 层 水 相 置 于 新 的 EP 管 中 ， 加 入 


等 体积 的 异 丙 醇 ， 混 匀 ， 室 温 放置 D0min. 4°C, 12000rpm 离心 15min, AE, 
使 用 DEPC 水 配置 的 75% 乙 醇 洗 涤 沉 淀 ， 室 温 晾 千 。 使 用 30 u 1DEPC 水 溶解 沉 
淀 ， 测 定 浓度 。 使 用 华 大 基因 BGI-500 平台 进行 RNA-seq 测序 ， 对 测序 结果 进 
fT GSEA 分 析 。 


二 


1.2.5 流 式 细胞 术 检 测 细 胞 周期 

将 对 数 生长 期 的 2774-C10 细胞 种 于 6 FLIX, 贴 壁 后 , 使 用 药物 处 理 , DMSO 
为 对 照 组 ，24h 后 ， 弃 去 上 清 。 收 集 贴 壁 细胞 于 离心 管 中 ，1500r/min， 离 心 5min 
收集 细胞 ，PBS 洗 2 i. FA 70% 的 乙醇 固定 过 夜 ，1500r/min， 离 心 Smin 收集 细 
Hil, PBS 洗 2 遍 。 使 用 100uIRNase A 重 悬 细胞 ， 置 于 37C， 孵 育 30min。 加 入 
400 u 1 PL4°C #65 A 30min。 用 细胞 科 过 滤 细 胞 ， 将 细胞 转 入 流 式 管 中 ， 上 机 
检测 。 


1.2.6 流 式 细胞 术 检 测 细 胞 凋 亡 

将 对 数 生长 期 的 2774-C10 细胞 种 于 6 FLIX, 贴 壁 后 , 使 用 药物 处 理 , DMSO 
为 对 照 组 ，48h 后 ， 收 集 上 清 及 贴 壁 细胞 于 离心 管 中 ，1500r/min， 离 心 5min 收 
集 细 胞 ，PBS 洗 2 ii, (AA binding buffer 重 悬 细胞 ， 加 入 5 ul Annexin V-FITC 
和 PI, wet, ES 15min， 上 机 检测 。 


1.2. 7 Western blotting 检测 相关 信号 通路 蛋白 
将 对 数 生长 期 的 2774-C10 细胞 种 于 6 FLIX, 贴 壁 后 , 使 用 药物 处 理 , DMSO 
为 对 照 组 ，24h 后 ， 弃 去 上 清 。 用 PBS 洗 2 iH, (HA 12001 的 RIPA 裂解 液 冰 
上 裂解 15min。 进 行 超声 。 超 声 后 ， 于 4C，12000rpm/min Ej: ù 15min, "EH E 
清 置 新 的 EP 管 中 ，BCA 法 测定 蛋白 浓度 。 取 25 h g/ 样 品 蛋 白 进 行 电泳 ， 转 膜 ， 
HA. ti 4° CHAM, TEA TBST 洗 膜 ， 洗 3 次 ， 每 次 10min。 二 抗 室温 孵 
育 2h， 使 用 TBST 洗 膜 ， 洗 3 次 ， 每 次 10min。 化 学 发 光 后 ， 使 用 bio-rad 发 光 
仪 拍照 。 


1.2.8 统计 学 分 析 
采用 SPSS 17.0 进行 统计 学 分 析 。 数 据 以 均 数 + 标准 差 表 示 ， 所 有 实验 均 进 
fr 3 次 独立 实验 ，P<0.05 具有 显著 差异 。 


2 结果 
2.1 EM-12 对 卵 梨 癌 细 胞 的 细胞 毒 作用 

利用 MTT 法 检测 EM-12 对 卵巢 癌 细 胞 2774-C10 的 细胞 毒 作 用 ， 见 图 2. 
结果 显示 EM-12 对 2774-C10 细胞 具有 显著 细胞 毒 作 用 ， 且 呈 梯 度 依赖 性 ， 且 对 
人 正常 肝 细 胞 LO2 的 细胞 毒 作用 远 低 于 对 2774-C10 细胞 的 细胞 毒 作 用 。 
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图 2 EM-12 X SN Sis 2774-C10 细胞 的 活性 影响 


Fig.2 Effect of EM-12 on cell viability of 2774-C10 cell 


2.2 EM-12 x] BE E Js 4 Ae oe B RS 

EM-12 作用 2774C-10 细胞 7 天 , 与 对 照 组 相 比 ， 随 着 药物 浓度 增加 ， 细胞 
克隆 数目 显著 减少 ， 并 且 单 克隆 的 细胞 数目 显著 减少 。 对照 组 中 ,细胞 生长 状态 
佳 ， 饱 满 透亮 ， 形 态 正 常 。 当 药物 浓度 为 0.5 n mol/L 时 ,细胞 生长 状态 差 ， 细 
胞 开始 变 圆 。 当 药物 浓度 为 1 Lmol/L 时 ， 镜 下 只 能 观察 到 零星 的 细胞 ， 细 胞 
克隆 形成 能 力 几 乎 完全 被 抑制 ， 见 图 3 (a ~d)。 
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图 3 EM-12 XI 5E fi 2774-C10 细胞 增殖 能 力 的 影响 


Fig.3 Effect of EM-12 on colon formation of 2774-C10 cell 


(a) EM-12 reduced colon formation of 2774-C10 cells (D)EM-12 reduced cell number of monoclones 


(c) statistical analysis of colon formation (d) statistical analysis of cell number of monoclones 


2.3 EM-12 诱导 2774-010 细胞 发 生 G1/S BABA 
为 了 检测 EM-12 所 影响 的 信号 通路 ， 我 们 进行 RNA-seq 分 析 ， 以 EM-12 处 
理 2774-C10 细胞 24h 为 实验 组 ，DMSO 为 对 照 组 。GSEA 结果 显示 EM-12 诱导 
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2774-C10 细胞 发 生 G/S 期 阻 滞 ， 并 且 相 关 基 因 发 生 显 著 变 化 ， 见 图 4(a)。 为 了 
进一步 确认 EM-12 诱导 2774-C10 细胞 发 生 Gi/S 期 阻 滞 ， 我 们 用 流 式 细胞 术 检 
测 细胞 周期 。 流 式 细胞 仪 PI 单 染 显示 ， 不 同 浓度 EM-12 作用 于 2774-C10 细胞 
后 ， 随 着 EM-12 浓度 增加 ，Gi 期 细胞 比例 增加 ，S 期 细胞 比例 减少 ，G; 期 细胞 
比例 变化 不 大 ，GVS 期 比例 逐渐 增 大 ， 且 preG1 期 比例 增加 。 提 示 EM-12 诱导 
2774-C10 细胞 发 生 G/S HIT, ILB 4(b)。 
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图 4 EM-12 对 卵巢 癌 2774-C10 细胞 Gi/S 期 阻 滞 的 影响 
Fig.4 Effects of EM-12 on G1/S cell cycle arrest of 2774-C10 cell 
(a)GSEA result showing that gene set related to G1/S cell cycle arrest scores was enriched in EM-12 treated 2774-C10 cell 


(b) Flow cytometry analysis showed an increase of the percentage of G1/S phase in a dose-dependent manner treated with EM-12 


2.4 EM-12 诱导 2774-010 细胞 发 生 细 胞 凋 亡 

使 用 Annexin V-FITC/PI 双 染 法 检测 细胞 凋 亡 , 将 2774-C10 细胞 用 不 同 浓 度 
的 EM-12 进行 处 理 48h。 结 果 显 示 ， 随 着 EM-12 浓度 的 增加 ， 凋 亡 率 逐渐 增加 ， 
见 图 5。 
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图 5 EM-12 XJ Bp fJ 2774-C10 细胞 凋 亡 的 影响 


Fig.5 Effects of EM-12 on apoptosis of 2774-C10 cell 


2.5 Western blotting 检测 细胞 周期 相关 和 蛋白 的 水 平 

GSEA 分 析 与 流 式 细胞 术 周 期 分 析 发 现 EM-12 可 以 诱导 细胞 发 生 GVS ABA 
Hie, SUE GVS 期 周期 依赖 性 激酶 CDK2, CDK6; 和 G/S 期 转化 调控 点 促 
进 因 子 cyclin D1，cyclinE2。 结 果 显 示 ，CDK2，CDK6，cyclinD1，cyclinE; 的 蛋 
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白水 平 下 降 ， 见 图 6(a ~ 人。 结果 证 明 ，EM-12 导致 2774-C10 细胞 发 生 GyS HABA 
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图 6 检测 Gy/s BIEETETHOS ZR A HIRA 


Fig.6 The expression of G1/S cell cycle arrest-related proteins detected by the Western blotting 


(a) G1/S cell cycle arrest-related proteins detected by the Western blotting (b~f) grey statistics of western blotting 


2.6 Western blotting 检测 细胞 凋 亡 相关 和 蛋白 的 水 平 

流 式 细胞 术 Annexin V-FITC/PI 双 染 法 检测 细胞 凋 亡 发 现 ，EM-12 诱导 
2774-C10 细胞 发 生 细 胞 凋 亡 。 所 以 ， 我 们 进一步 检测 凋 亡 通路 的 相关 和 蛋白 的 水 
平 。 细 胞 凋 亡 是 由 基因 控制 的 细胞 自主 ， 有 序 的 死亡 过 程 ， 它 可 以 维持 内 环境 的 
稳定 。 细 胞 凋 亡 的 基本 过 程 是 细胞 接受 凋 亡 信号 后 ,， 凋 亡 分 子 相互 作用 ,促进 蛋 
白水 解 酶 caspase 的 活化 ， 再 进一步 切割 多 聚 ADP 核糖 聚合 酶 PARP， 最 终 启动 
细胞 发 生 凋 亡 。 结果 提示 , 随 着 药物 浓度 的 增加 , caspase-8, caspase-3 活化 , PARP 
REIH, JILA 7(a ~e)。 结 果 证 明 ，EM-12 通过 死亡 受 体 通路 介 导 2774-C10 细 
WAE. 
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图 7 检测 细胞 凋 亡 相关 蛋白 的 表达 


Fig.7 The expression of apotosis-related proteins detected by the Western blotting 


(a) apotosis-related proteins detected by the Western blotting (b~e) grey statistics of western blotting 


3 Wit 

白花 地 胆 草 (Elephantopus mollis H.B.K.) 为 菊 科 地 胆 草 属 植物 ， 在 我 国 主 
要 分 布 于 福建 、 广 东 等 地 3。 其 具有 清热 ， 解 毒 ， 凉 血 ， 利 湿 的 功效 。 已 有 实 
验 研究 报道 白花 地 胆 单 体 EM-3 和 EM-23 的 抗 肿瘤 作用 及 其 分 子 机 制 617。 而 其 
他 的 白花 地 胆 草 单 体 的 抗 肿瘤 作用 及 其 机 制 尚 不 明确 。 

EM-12 是 本 课题 组 是 本 课题 组 从 白花 地 胆 草 乙醇 提取 物 中 提取 的 一 种 单 体 
成 分 ， 关 于 EM-12 化 合 物 的 抗 肿瘤 作用 及 其 机 制 研究 尚 缺乏 相关 报道 。 本 实验 
结果 表明 EM-12 可 以 诱导 卵 集 癌 2774-C10 细胞 发 生 GVS 期 阻 滞 , 且 通过 死亡 受 
体 通 路 介 导 细胞 凋 亡 。 

在 DNA 损伤 时 ， 细 胞 周期 G/S 检验 点 可 阻止 细胞 进入 S 期 ， 从 而 时 细胞 
有 足够 时 间 来 修复 损伤 DNA, 维持 细胞 基因 组 的 稳定 00。 在 发 生 GVS 期 转换 时 ， 
CDK4/6-Cyclin D 复合 物 可 以 促进 pRB 的 磷酸 化 , pRB 发 生 磷 酸化 后 构象 改变 且 
与 E2F 解 离 ， 使 得 E2F 被 激活 ， 进 一 步 起 始 GVS 期 转化 的 相关 基因 表达 00。 其 
中 包括 cyclin E, cyclin E 与 CDK2 形成 复合 物 ， 进 一 步 促 进 Gi/S 期 转化 吐 芍 。 本 
研究 发 现 , EM-12 可 以 显著 提高 卵巢 冶 细 胞 G1 期 比例 , 并 发 现 cyclin Di, cyclin 
E2，CDK2，CDK6 等 蛋白 水 平 下 降 ， 说 明细 胞 被 阻 清 于 G1/S 期 。 

细胞 凋 亡 是 由 基因 控制 的 细胞 自主 有 序 的 死亡 , 包括 死亡 受 体 通路 的 外 源 性 
细胞 凋 亡 、 线 粒 体 凋 亡 、 和 内 质 网 压力 介 导 的 凋 亡 。 其 中 ,死亡 受 体 通 路 的 外 源 
性 性 细胞 凋 亡 是 通过 TNF- a 与 TNFR1 结合 ， 进 而 激活 下 游 的 caspase-8， 释 放 
caspase-8 的 活化 片段 p18 和 p1005-191。 活 化 的 caspase-8 切割 下 游 的 caspase-3, 
使 caspase-3 活化 ,最 终 激活 的 caspase-3 导致 PARP 切割 失 活 , RAS SU, 
本 研究 发 现 ，EM-12 可 以 活化 caspase-8，caspase-3， 并 且 使 PARP 切割 失 活 ， 
说 明 EM-12 通过 死亡 受 体 通路 介 导 细胞 调 亡 。 

本 文 发 现 EM-12 能 抑制 卵 梨 癌 2774-C10 细胞 的 增殖 能 力 。 发 现 EM-12 可 
以 阻 滞 细 胞 周期 ， 诱 导 2774-C10 细胞 发 生 GVS 期 阻 滞 。 此 外 ，EM-12 还 能 通过 
死亡 受 体 通路 介 导 2774-C10 细胞 发 生 细胞 凋 亡 。 在 治疗 卵巢 瘤 方面 表现 出 良好 
的 应 用 前 景 ， 这 为 白花 地 胆 草 单 体 EM-12 的 临床 应 用 提供 了 更 多 的 理论 依据 。 
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Molecular Mechanism of Inducing 2774-C10 Cell Apoptosis and Gi/S 


cell cycle arrest by Ethanol Extract from Elephantopus mollis H.B.K 
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Abstract: Objective: To investigate the antitumor mechanism of EM-12, an ethanol extracts 
from Elephantopus mollis H.B.K, in ovarian cancer. Methods: The effects of EM-12 on the cell 
viability of 2774-C10 and LO2 cells were detected by MTT assay, and colony formation assay. 
Gene set enrichment analysis(GSEA) plots for EM-12 regulated gene, as determined by RNA-seq. 
Cell cycle was evaluated by PI single staining. Cell apoptosis was evaluated by Annexin V FITC/PI 
staining. Expressions of apoptosis-relative proteins, and cell cycle-relative in 2774-C10 cells were 
measured by Western blotting. Result: The cell viability of 2774-C10 was inhibited by EM-12 in a 
dose manner. Colony formation assays showed that EM-12 decreased colony formation 
compared with control. Flow cytometry analysis showed an increase of the percentage of 
apoptotic cells and Gi/S phase in a dose-dependent manner treated with EM-12. Gene set 
enrichment analysis(GSEA) result showed that the gene set related to G1/S cell cycle arrest scores 
was enriched in EM-12 treated 2774-C10 cell. EM-12 downregulated the expression of Cyclin E», 
Cyclin Dı, CDK2, and CDK6 with different concentrations. In addition, active bands of Caspase-8, 
Caspase-3 and PARP could be detected using Western blotting. Conclusions: EM-12 induces the 
G1/S cell cycle arrest. In addition, EM-12 induces apoptosis by death receptor pathway. 
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